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O melanoma é o tipo mais agressivo de câncer de pele e possui incidência 
crescente na população mundial. O tratamento de melanoma com quimioterápicos 
tem desapontado pela grande resistência do mesmo às drogas convencionais. 
Canova (CA) é um medicamento homeopático com propriedades 
imunomoduladoras, recomendado para pacientes nos quais o sistema imunitário 
está deprimido. Estudos prévios demonstraram que CA não é tóxico, nem 
mutagênico e atua ativando macrófagos (Mo) in vitro e in vivo. Observações in 
vitro mostraram significante diminuição na produção da citocina TNF-α, aumento 
na produção de óxido nítrico (NO) e no índice endocítico. CA regula positivamente 
o número de leucócitos e melhora a resposta de camundongos contra o Sarcoma-
180. No atual estudo analisamos o efeito in vitro da estimulação de linfócitos de 
linfonodo quando submetidos a co-cultura com macrófagos tratados e depois 
colocados para interagir com células de melanoma murino B16F10. Os resultados 
mostraram que os linfócitos em contato com macrófagos previamente tratados 
com CA obtiveram maior capacidade de destruir as células de melanoma. Os 
macrófagos tratados ativam e aumentam a viabilidade dos linfócitos, aumentando 
a eficácia dos mesmos na destruição das células B16F10. Essa ativação 
linfocitária acontece pelo contato direto ou quando cultivados em placas transwell. 
Nossos resultados mostram o medicamento CA como um poderoso 





























2.1. O melanoma 
O melanoma representa um significante e crescente problema na saúde 
pública mundial. Quando detectado em estágios iniciais, os nódulos de melanoma 
podem ser removidos cirurgicamente. Pacientes com melanoma avançado 
possuem tempo médio de vida menor que um ano e a estimativa para cinco anos 
de sobrevivência é menor que 15% (RIGEL; CARUCCI, 2000). O melanoma é um 
câncer de pele agressivo e possui grande potencial metastático, particularmente 
em linfonodos, pulmão e cérebro. Os tratamentos com quimioterápicos têm 
desapontado e no momento há poucos agentes quimioterápicos para o tratamento 
de melanoma metastático que ofereçam taxas de resposta maiores que 25%, além 
disto apresentam efeitos colaterais severos. No panorama mundial, 
aproximadamente 90 % das mortes decorrentes de câncer, são devido à casos de 
melanoma maligno (RIGEL; CARUCCI, 2000; THOMPSON; SCOLYER; 
KEFFORD, 2005). 
 











Nódulos negros e globulares de melanoma cutâneo fig. A e B e tumor metastático 





2.2. Imunoterapia e a homeopatia 
A imunoterapia prossegue sendo investigada intensivamente como 
possibilidade de terapia adjuvante. Dentro da imunoterapia há pesquisas 
envolvendo a ativação do sistema imunitário do paciente com neoplasia para 
melhorar a resposta do próprio organismo, como o uso de vacinas confeccionada 
a partir de fragmentos tumorais inativado e com adjuvantes e estimulação com 
citocinas ativadoras de células imunitárias como interferons e interleucinas 
(MOLIFE; HANCOCK, 2002). Pesquisas laboratoriais com medicamentos 
homeopáticos são escassas, na maioria das vezes restringidas a estudos clínicos, 
com metodologias variadas, controversas e com resultados duvidosos. No Brasil a 
homeopatia deixou de ser considerada terapia alternativa quando foi reconhecida 
como especialidade médica pela portaria n° 1000 de 1980 pelo Conselho Federal 
de Medicina. (NOGUEIRA et al., 1986). Na Europa, por exemplo, a homeopatia é 
a mais comum terapia médica complementar (MILLAZO et al., 2006).  
 
2.3. O medicamento Canova 
Desde 1997 nosso grupo vem encontrando importantes resultados com 
estudo focado no medicamento homeopático Canova. Sua manipulação é 
baseada nas técnicas homeopáticas de Hahnemann, a qual usa substâncias 
altamente diluídas e dinamizadas durante a preparação. Observações clínicas 
confirmam o sucesso deste tratamento que aparenta permitir que o próprio 
sistema imunológico do paciente responda positivamente a diversas condições 
patológicas. Muitos pacientes e médicos relatam resultados similares, tais quais 
aumento de apetite, redução de dores e retorno às atividades diárias. O 
medicamento Canova é um produto comercial que representa uma nova forma de 
terapia imunomodulatória. É aquoso, inodoro, incolor e é comercializado em 
farmácias brasileiras autorizadas. Canova é um medicamento homeopático 
composto produzido no Brasil a partir de Aconitum napellus (acônito), Thuya 
occidentalis (tuia), Bryonia alba (nabo-do-diabo), Lachesis muta (surucucu) e 
Arsenicum álbum (trióxido de arsênico). Estudos prévios demonstraram que 
Canova ativa macrófagos tanto in vivo como in vitro. Foi observado que a 
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produção in vitro do fator de necrose tumoral (TNF-α) por macrófagos é 
significativamente diminuída quando há o tratamento com CANOVA (PIEMONTE; 
BUCHI, 2002). A atividade enzimática da NADPH oxidase está aumentada assim 
como a da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), resultando na produção 
de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) respectivamente 
(OLIVEIRA et al., 2006). CANOVA estimula o aumento da atividade do sistema 
endosomal/lisosomal assim como a atividade fagocítica dos macrófagos em 
interação com Saccharomyces cerevisiae e Trypanosoma cruzi epimastigotas 
(LOPES et al., 2006). Os efeitos modulatórios do CANOVA também foram 
observados tanto in vivo como in vitro na infecção experimental por Leishmania 
amazonensis e Paracoccidioides braziliensis, controlando a progressão e 
disseminação da infecção (PEREIRA et al., 2005, TAKAHACHI et al., 2006). Além 
disso o medicamento não é tóxico e nem mutagênico (SELIGMANN et al., 2003). 
A resposta imunitária proveniente do tratamento com CANOVA também foi 
demonstrada em estudos com o Sarcoma 180 onde foi encontrada até remissão 
de 30% dos tumores. Nas massas tumorais que permaneceram houve uma 
significante redução do volume tumoral, assim como significante infiltração 
leucocitária, granulação tecidual e fibrose circundante ao tumor. No grupo tratado 
todos os animais sobreviveram. O tratamento com CANOVA aumentou o número 
total de leucócitos especialmente os linfócitos T, onde houve aumento dos CD4, B 
e NK (SATO et al., 2005), sugerindo que o CANOVA age direta ou indiretamente 
na hematopoiese. Conseqüentemente estudos com células de medula óssea 
foram realizados utilizando técnicas microscópicas e citometria de fluxo, revelando 
que a linhagem monocítica (CD11b) e as células estromais foram ativadas pelo 









O melanoma é um tumor agressivo com grande potencial metastático, 
particularmente em linfonodos, pulmão e cérebro. Tratamentos convencionais 
existentes têm desapontado, não oferecendo taxas de recuperação maiores que 
25%. Observações clínicas de pacientes portadores de neoplasias tratados 
também com o medicamento Canova confirmam sua efetividade, permitindo que o 
próprio sistema imunitário do paciente auxilie na resposta positiva. Resultados 
prévios em animais com Sarcoma-180 sob tratamento com CA mostraram 
significante redução do volume tumoral, remissão de 30% dos tumores e resposta 
imunológica ativada nos animais tratados. Dessa forma, o  estudo da utilização do 
medicamento CA com células de melanoma, pode contribuir para um maior 
conhecimento sobre os mecanismos de ação desse medicamento na atividade 
imunitária anti-tumoral, além de propor uma possibilidade terapêutica no 





















4.1. Objetivo Geral 
Avaliar a ação do medicamento Canova sobre a resposta anti-tumoral de 
células imunitárias in vitro. 
  
4.2. Objetivos Específicos 
• Realizar a imunofenotipagem dos linfócitos de linfonodo. 
• Adequar protocolos de cultivo celular de linfócitos e co-cultura de 
macrófagos, linfócitos e células de melanoma B16F10.  
• Avaliar através de microscopia óptica as co-culturas celulares entre 
linfócitos, macrófagos e células B16F10 e as respectivas intensidade de 
interação celular. 
• Verificar a expressão do marcador de ativação linfocitária CD25, ativação 
de linfócitos tratados por com Canova por citometria de fluxo. 
• Avaliar a influência do tratamento com Canova na resposta e interação 
celular de linfócitos e macrófagos sobre células de melanoma murino por 















5. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
5.1. Medicamento Canova  
Canova (CA) é um medicamento comercial que representa nova forma de 
imunoterapia e segue as técnicas homeopáticas de Hahnemann. Tinturas-mãe 
são adquiridas a partir de agências autorizadas e indicadas pelo Ministério de 
Saúde que asseguram a qualidade (livre de endotoxinas) e composição físico-
químico dos produtos. A partir da tintura-mãe original, são realizadas diversas 
diluições em água destilada. O produto final é composto de Aconitum napellus 
(Ranunculaceae), Thuya occidentalis (Cupresaceae), Bryonia alba 
(Curcubitaceae), Arsenicum album (trióxido de arsênico), veneno de  Lachesis 
muta (Viperidae) e menos de 1% de álcool em água destilada 
(www.canovadobrasil.com.br). Em nossos experimentos, usamos o produto 
comercial. O medicamento foi esterilizado por filtração em membranas estéreis 
0,22µm (Millipore), mantido em local escuro à temperatura ambiente e 
vigorosamente sucussionado antes de cada tratamento experimental. 
 
5.2. Animais 
Os linfócitos e macrófagos utilizados nos ensaios experimentais foram 
retirados de camundongos suíços albinos de 2-3 meses de idade do Biotério da 
UFPR. Antes da extração das células os animais foram anestesiados com éter 
etílico e eutanaziados por deslocamento cervical. Todas as recomendações da Lei 
Nacional (No. 6.638, 5 de Novembro de 1979) para procedimentos científicos com 
animais foram seguidas e as práticas foram previamente aprovadas pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa Animais da UFPR (Cópia do certificado anexada). 
 
5.3. Cultivo celular 
Macrófagos: As células foram retiradas da cavidade peritoneal por lavagem com 
PBS pH 7,4 a 4ºC e o número de células foi determinado por contagem em 
câmara de Neubauer. As células foram plaqueadas em garrafas ou placas de 24 
poços e incubadas a 37º em estufa de CO2. Após 15 minutos de incubação, as 
células não aderentes foram removidas por lavagem com PBS pH 7,4 a 37ºC e as 
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aderentes foram cultivadas em meio de cultura “Dulbecco´s Modified Eagle 
Medium” (DMEM), suplementado com 10% de soro bovino fetal, contendo 
penicilina 1 U/ml, estreptomicina 1 µg/ml, e anfotericina 2,5 µg/l,  em atmosfera 
úmida a 37º contendo 5% CO2. 
Linfócitos: Linfonodos mesentéricos foram removidos dos animais. O tecido foi 
dissociado em PBS utilizando dissociadores teciduais (Medicons, BD) e a 
suspensão resultante foi filtrada em Filcons 100 µm (BD) para a remoção de 
fragmentos teciduais. A suspensão celular foi incubada a 37º com 5% CO2 por 40 
min. As células não aderentes foram transferidas para tubos estéreis, lavadas por 
centrifugação com PBS três vezes a 1000 rpm por 8 minutos e contadas com 
contador automatizado de células (CELM). As células foram plaqueadas em 
garrafas ou placas de cultivo com o mesmo meio citado acima.  
Células de melanoma murino: Células da linhagem B16F10, permanentemente 
mantidas no Departamento de Biologia Celular da UFPR, gentilmente cedidas pelo 
Prof. Dr. Sílvio Marques Zanata do Departamento de Patologia Básica, foram 
utilizadas nos ensaios. As células cresceram no mesmo meio citado acima. 
 
5.4. Ensaios de cultivo e co-cultura 
Diversos grupos foram determinados para elucidar a ação do Canova nas 
células descritas acima. Os grupos foram: 
• B16F10 - Apenas células de melanoma, cultivadas por 48 horas; 
• B16F10/Ly  – Células de melanoma co-cultivadas com linfócitos por 48 
horas; 
• B16F10/Mφ - Células de melanoma co-cultivadas com macrófagos por 48 
horas; 
• B16F10/Ly-M φ - Células de melanoma co-cultivadas por 48 horas com 
linfócitos que foram previamente co-cultivados com macrófagos por 24 
horas. Os linfócitos foram removidos por lavagem com o próprio meio de 
cultura que compartilhavam com os macrófagos e foram transferidos para 
um cultivo pré-estabelecido de B16F10 já cultivadas por 24 horas; 
• Mφ/Ly  - Macrófagos co-cultivados com linfócitos por 48 horas. 
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• Mφ/Ly*  - Macrófagos co-cultivados com linfócitos sem contato celular 
(0,4µm insert) por 48 horas. 
Os grupos de cultura e co-cultivos processados para microscopia óptica, 
eletrônica de varredura e de fluorescência foram plaqueados em placas 24/well, 
nos ensaios de co-cultura em sistemas sem contato as células foram plaqueadas 
em placas transwell (0.4-µm pore size; Costar, Cambridge, MA) e os grupos 
processados para citometria de fluxo foram plaqueados em garrafas de cultura 50 
cm2. As concentrações das células seguiram o padrão de: linfócitos -    5 x 106 
células/ml), macrófagos - 106 células/ml e células B16F10 – 5 x 105 células/ml. 
Todos os grupos foram feitos em 3 experimentos em triplicatas dividos em não 
tratados (grupo controle) e tratados com Canova, nos quais assim que foram 
plaqueados, 20% do medicamento Canova devidamente sucussionado foi 
adicionado ao meio de cultura e posterior tratamento a cada 24 horas de cultivo 
prossegui-se nos grupos em questão.  
  
5.5. Microscopia óptica 
As células B16F10 e as co-culturas B16F10/Ly, B16F10/Mφ, B16F10/Ly-Mφ 
e Mφ/Ly descritas acima foram plaqueadas em placas de cultura contendo 
lamínulas de vidro para as análises morfológicas (BUCHI; DE SOUZA, 1993). 
Foram mantidas como descrito acima e após o tempo de cultivo foram lavadas 
com PBS a 37ºC, fixadas em Bouin, coradas com Giemsa, desidratadas com 
etanol e as lâminas foram montadas com Entellan. As células aderentes foram 
observadas em microscópio Nikon Eclipse E200 (Protocolo detalhado em anexo). 
 
5.6. Microscopia eletrônica de varredura 
As células B16F10 foram cultivadas em placas de cultura contendo 
lamínulas de vidro por 24 horas e co-cultivadas por mais 48 horas com linfócitos 
previamente em contato com macrófagos, tratados com CA ou não (grupo 
controle). Macrófagos cultivados com linfócitos por 48 horas também foram 
processados. Após o tempo de cultivo, as células foram fixadas com glutaraldeido 
2,5% (0,1 M tampão cacodilato, pH 7,2), lavadas e pós-fixadas com OsO4 1% por 
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30 minutos em temperatura ambiente e no escuro (BUCHI; DE SOUZA, 1993). 
Após lavagem com tampão Cacodilato 0,1M, as células foram desidratadas 
utilizando concentrações crescentes de etanol, desidratadas por ponto crítico de 
CO2, metalizadas com ouro e analisadas no microscópio eletrônico de varredura 
JEOL JSM – 6360 LV SEM no Centro de Microscopia da UFPR (Protocolo 
detalhado em anexo). 
 
5.7. Microscopia de epifluorescência 
O processo de apoptose possui, dentre outras etapas, a ativação da Dnase 
ativada por caspase que resulta na degradação do DNA celular.  Para determinar 
a apoptose nas células B16F10 e nos linfócitos, o DNA clivado das células 
aderentes foi mensurado por marcação com a técnica TUNEL (Terminal 
deoxynucleotidyltransferase dUTP Nick End Labeling - APO-DIRECT Kit, BD 
Pharmingen). Após o tratamento, as células aderentes foram fixadas com 
paraformaldeído 1% em PBS (pH 7,4), reservadas em etanol 70% a –20ºC por 24 
h até a marcação. Para marcar os fragmentos de DNA, as células fixadas foram 
incubadas com 50 µl da mistura de reação TUNEL contendo TdT e FITC-dUTP e 
iodeto de propídio no tampão de ligação e incubadas por 60 minutos a 37ºC. 
Então foram lavadas, as lâminas foram confeccionadas em meio Fluormount 
(EMS) e analisadas em microscópio de epifluorescência DMLS2 (LEICA). Contou-
se aproximadamente 100 células por lamínula, 9 lamínulas por tratamento e os 
dados foram submetidos à análise de variância fator único (ANOVA) para 
determinar significância à P < 0.05 e P < 0.01. 
 
5.8. Citometria de fluxo  
Para a análise de imunofenotipagem foi retirada uma alíquota da 
suspensão celular dos linfonodos mesentéricos. As células foram marcadas com 
anti-CD3 conjugado com FITC e anti-CD4, anti-CD8, anti-CD18 e PanNK 
conjugados com PE. Os linfócitos co-cultivados foram ainda marcados com anti-
CD25 conjugado com FITC com o mesmo protocolo e com 7-AAD para 
averiguação de viabilidade, sendo todos os reagentes da BD Pharmingen.  A 
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análise de fluorescência foi realizada utilizando citômetro de fluxo  FACSCalibur 
(Protocolo detalhado em anexo). Os dados foram adquiridos e analisados, 
respectivamente com os softwares Cell Quest (BD) e WinMDI 2.9. e submetidos à 
análise de variância (ANOVA) fator único para determinar significância à P < 0.05 
e P < 0.01. Os resultados são representativos de três experimentos em triplicata. 
 
Marcadores de superfície e viabilidade 
Todos os reagentes a seguir foram adquiridos de BD Pharmingen 
Marcador Células 
CD3 Linfócitos T 
CD4 Linfócitos Th 
CD8 Linfócitos Tc 
CD19 Linfócitos B 
PanNK (DX5) Linfócitos NK 
CD25 Linfócitos ativados 














6.1. Microscopia óptica 
A diferença entre os grupos foi observada qualitativamente sob observação 
da concentração celular por campo, interação celular e comparação entre os 
aspectos morfológicos entre os grupos tratado com CA e o grupo controle sem 
tratamento de modo a selecionar para posterior análise por MEV e por ensaio de 
apoptose o grupo de maior diferença.  
 
 
6.1.1. Grupo B16F10 
As células B16F10 possuem características de rápida proliferação e 
ocupação dos campos em que estão cultivadas, além de morfologia espraiada 
com diversos prolongamentos citoplasmáticos e grânulos de melanina 
intracelulares.  Não foram observadas diferenças morfológicas nas células B16F10 




























6.1.2. Grupo linfócitos em contato com macrófagos 
 
Foi observado maior interação celular após o tratamento com Canova, pela 
maior concentração de linfócitos aderidos e em contato com os macrófagos. Fig. C 

















6.1.3. Grupo B16F10 em contato com linfócitos  
Linfócitos diretamente co-cultivados com células B16F10 por 48 horas 
obtiveram discreto aumento na resposta anti-melanoma no grupo Canova 
observado pela diminuição da densidade celular das células de B16F10 aderidas. 





















6.1.4. Grupo B16F10 em contato com macrófagos 
Macrófagos peritoneais diretamente co-cultivados com células B16F10 
por 48 h obtiveram discreto aumento na resposta anti-melanoma no grupo Canova 
observado pela diminuição da densidade das células de melanoma e maior 
quantidade de macrófagos aderidos. Fig. G sem tratamento (controle) e Fig. H 










6.1.5. Grupo B16F10 em contato com linfócitos previ amente co-cultivados 
com macrófagos 
As células B16F10 quando interagiram por 48 h com linfócitos diretamente 
pré co-cultivados com macrófagos por 24 h mostraram redução na densidade de 
células de melanoma. No grupo tratado, além da alteração morfológica 
apresentada pelas células B16F10, foi observado grande aumento de fragmentos 
celulares nas células de melanoma apresentando aparente morte celular. Fig. I 

















6.2. Microscopia eletrônica de varredura de grupos selecionados da 
microscopia óptica 
6.2.1.  B16F10 
Não foram observadas diferenças morfológicas entre o grupo de células 
B16F10 cultivadas por 48 horas na ausência de tratamento (Fig A) ou tratadas 











6.2.2. Mφ- Ly 
Linfócitos diretamente co-cultivados com macrófagos peritoneais por 48 
horas obtiveram grande capacidade de interação com contato intercelular no 
grupo Canova com a formação de grumos celulares de linfócitos sobre os 
macrófagos aderentes. Setas grossas indicam macrófagos aderentes e setas finas 





6.2.3. B16F10/Ly-M φ 
Linfócitos co-cultivados com macrófagos peritoneais por 24 horas e 
posteriormente transferidos para culturas de células B16F10 mostraram redução 
na densidade de células de melanoma fig. E e G (grupo controle). Linfócitos co-
cultivados com macrófagos tratados com Canova e posteriormente transferidos 
para culturas de células B16F10 mostraram maior eficácia na destruição das 
células tumorais, resultando em maior redução na densidade de células de 
melanoma. Notar na fig. F (Tratada com Canova) que a célula tumoral já foi 
completamente lisada e na fig. H (Tratada com Canova) a célula B16F10 está em 
apoptose, apresentando muitos “blebs”. Setas abertas indicam células B16F10 e 

























6.3. Microscopia de epifluorescência – Ensaio de ap optose TUNEL 
Na análise do grupo de células B16F10 em contato com linfócitos 
previamente co-cultivados com macrófagos, linfócitos e células de melanoma em 
apoptose foram quantificados, também foi verificado a formação de aglomerados 
celulares de linfócitos sobre as células B16F10, para averiguação de interação 
intercelular, em uma razão de aproximadamente 100 células contadas por 










Gráfico:  Ensaio de apoptose TUNEL. As células aderentes foram marcadas com 
iodeto de propídio (vermelho) para a localização nuclear e com a reação TdT-
mediated FITC-dUTP nick-end labeling (verde) para a identificação dos núcleos 
apoptóticos. Foi quantificado o número de células B16F10 e linfócitos em 
apoptose, assim como o número de agrupamentos celulares entre linfócitos e 
células B16F10 (clusters). Foi averiguado maior número de células B16F10 em 
apoptose no grupo tratado com Canova, embora não tenha sido estatisticamente 
significativo. A apoptose nos linfócitos não apresentaram diferenças. enquanto que 
o número de agrupamentos celulares foi altamente significativo (**P < 0.01) no 
grupo tratado com Canova, demonstrando assim maior capacidade de interação 
dos linfócitos para com as células tumorais no tratamento com Canova. A 
contagem individual de cada parâmetro foi transformada em 5.0+x  para 
apresentar uma distribuição normal. Os dados foram submetidos a análise de 







Células B16F10 apoptóticas Linfócitos apoptóticos Aglomerados celulares
Controle Canova
Ensaio de apoptose TUNEL  
 ** 
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6.4. Citometria de fluxo 
6.4.1. Imunofenotipagem de células de linfonodo 
Para conhecer os subtipos da população de linfócitos presentes nos 
linfonodos foi realizada uma imunofenotipagem por citometria de fluxo. As médias 
de cada subpopulação de linfócitos são mostradas na Tabela 1. Como era 






PanNK (CD49) 3,95 
Células não marcadas 30,69 
Tabela: Porcentagem das médias das populações dos subtipos linfocitários nos 
linfonodos mesentéricos de camundongos. 10.000 células foram adquiridas e 
analisadas por marcação e em triplicata.  
 
6.4.2. Expressão de CD25 (ativação celular) e viabi lidade em linfócitos co-
cultivados com macrófagos 
Nos ensaios de co-cultura, a ativação dos linfócitos foi mensurada pela 
expressão de CD25 nos grupos tratados com CA ou não, sendo cada experimento 
repetido três vezes e em triplicata. A tabulação dos resultados foi transformada por 









Figuras A e B: Dot plot de aquisição/análise de dados da expressão do CD25 e 
viabilidade por citometria de fluxo no qual cada ponto representado no gráfico 
 
 Ly em contato direto com Mo - Canova 
B 
Ly em contato direto com Mo - Controle 
A 
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representa uma célula, foram adquiridos 10.000 células por amostra.  Os gráficos 
são divididos por eixo X (representando a expressão do CD25) e eixo Y 
(representando células marcadas com o marcador de inviabilidade 7-AAD). Os 
quadrantes que dividem os dot plots são referentes à positividade da marcação, os 
quadrantes acima de 101 são referentes às células positivas para as marcações. A 
análise de diferenças foi feita a partir da quantificação do quadrante inferior do 









Figura C:  Mφ- Ly: não houve diferenças significativas quanto à expressão de 
CD25 e a viabilidade dos linfócitos (C) entre o grupo controle (A) tratado (B). 
 
6.4.3. Expressão de CD25 (ativação celular) e viabi lidade em linfócitos do 









Figura D:  Após o co-cultivo com Mφ os Ly foram colocados sobre as B16F10 
(B16F10/Ly-Mφ). A expressão do CD25 foi maiores no grupo tratado, sendo a 
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6.4.4. Expressão de CD25 (ativação celular) e viabi lidade em linfócitos do 























Figuras E, F e G  (Mφ/Ly*) : Foi realizado para averiguar a capacidade de ativação 
linfocitária sem o contato direto com macrófagos porém com o compartilhamento 
do mesmo meio de cultivo. A viabilidade celular dos linfócitos e a expressão de 
CD25 (ativação) nos linfócitos viáveis foi significativamente maior no grupo tratado 
(**P < 0.01). 
 
 
       Ly/Mo – Transwell - Controle  
E 
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Células tumorais usam múltiplos mecanismos para escapar do sistema 
imunitário. Drogas quimioterápicas têm sido desenvolvidas de modo a ativar a 
imunidade humoral e celular contra células malignas. Inclui-se em imunoterapias 
inovadoras o uso de imunotoxinas para a eliminação de linfócitos regulatórios da 
resposta antitumoral, uso de anticorpos monoclonais para potencializar a 
sinalização e a expansão ex vivo de células T anti-tumorais em combinação com a 
quimioterapia (DUDLEY et al., 2002). Há poucas e limitadas pesquisas sobre a 
efetividade da homeopatia no tratamento com câncer. CA é um medicamento 
homeopático sem toxicidade usado como imunomodulador em pacientes que 
estão com o sistema imune deprimido. Nossos resultados mostram que CA ativa 
linfócitos contra as células B16F10, principalmente quando os linfócitos são 
estimulados por macrófagos tratados. Houve alteração na morfologia, lise celular e 
conseqüente redução da densidade das células de melanoma. O efeito citotóxico 
dos linfócitos co-cultivados com macrófagos tratados com CA sobre o crescimento 
das células B16F10 foi analisado por microscopia de epifluorescência e eletrônica 
de varredura. Nossos resultados mostraram alta capacidade tumoricida dos 
linfócitos, porém não necessariamente por indução de apoptose. A formação de 
aglomerados de linfócitos sobre as células tumorais e sobre macrófagos, 
visualizado através da microscopia de epifluorescência e eletrônica de varredura 
foi significativamente maior no grupo tratado com CA. Isto sugere que o CA 
promove uma maior capacidade de interação dos linfócitos com células imunitárias 
e com células tumorais. Linfócitos podem destruir células anormais ou tumorais 
por outros mecanismos citotóxicos como, por exemplo, secreção de granzima B, 
perforinas e outros mediadores citotóxicos (GRIFFIOEN et al, 2006).   
Macrófagos assim como células dentríticas possuem importante papel 
imunomodulatório na resposta imune primária iniciada por linfócitos. A intensidade 
de resposta dos linfócitos T contra patógenos pode ser diretamente determinada 
por macrófagos (LIU et al., 2001; GORDON, 2003). A progressão do câncer pode 
não ser simples resultado da ausência da resposta imune, porém da inabilidade de 
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células imunitárias efetoras controlarem ou destruírem células tumorais. A 
interação entre células apresentadoras de antígenos (APC), como células 
dentríticas ou macrófagos e linfócitos T compreende trocas bidirecionais de sinais, 
da qual pode resultar na ativação e maturação de linfócitos T efetores (DEMEURE 
et al., 2001). Linfócitos T são capazes de gerar respostas tumoricidas 
espontâneas, mas o linfócito tumoricida é inativado durante a efetuação de 
mecanismos de escape das células tumorais (BOON et al., 2006). A ativação de 
células T é dependente de mecanismos de interação com APC. Esta ativação 
celular requer a interação com complexos MHC e TCR, moléculas co-
estimulatórias ou e mediadores como citocinas. A produção de IL-2 e a expressão 
da cadeia-α do receptor de IL-2 (CD25) em linfócitos ativados conferem grande 
capacidade de condições efetora e proliferação celular (LIWSKI et al., 2006; 
LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2001). Nossos resultados confirmam isto, uma vez 
que o tratamento com CA aumentou expressão de CD25 (linfócitos ativados) e a 
viabilidade dos linfócitos não necessariamente por contato celular direto, mas por 
possíveis mediadores secretados ao meio de cultura pelos macrófagos ativados. 
O medicamento CA ativa macrófagos. Essas células modulam a ativação 
linfocitária através de interações com a membrana e de secreção de citocinas 
como a IL-2, também essas células potencializam a ação anti-tumoral dos 
linfócitos. (FEHNIGER; COOPER; CALIGIURI, 2002; WATFORD et al., 2003). 
Nossos resultados mostram essa atividade através da eficácia dos linfócitos na 
destruição de células tumorais. As formações de aglomerados linfocitários sobre 
as células tumorais foram significativamente mais numerosas no grupo tratado 
com o CA, mostrando alta capacidade de interação dos linfócitos com as células 
tumorais. Muitos cânceres e todos os tipos de melanoma expressam proteínas de 
membranas B7-H1, que induzem a apoptose linfocitária. Linfócitos pré-ativados 
possuem melhores condições de escapar desse tipo de defesa de células 
cancerosas (TRAPANI, 2002). Linfócitos não são ativados diretamente pelo 






Os resultados mostram que CA ativa linfócitos através de interações com 
os macrófagos, com ou sem contato direto. Esses linfócitos ativados pelo CA 
destruíram as células de melanoma B16F10 de forma eficiente in vitro. 
• Protocolos de cultivo celular com e entre linfócitos de linfonodos 
mesentéricos, macrófagos peritoneais e células de melanoma murino 
B16F10 foram estabelecidos com sucesso. 
• Foi avaliado que o tratamento com Canova potencializa a reação anti-
tumoral dos linfócitos quando estes interagiram com macrófagos, 
resultando em grande destruição das células tumorais pelos linfócitos 
quando observado por microscopia óptica e eletrônica de varredura. 
• A ativação dos linfócitos (expressão do CD25) que interagiram com 
macrófagos e foram transferidos para cultivo com células tumorais foi maior 
no grupo tratado com Canova assim como a ativação dos linfócitos co-
cultivados com macrófagos sem contato (sistema Transwell) foi maior no 
grupo tratado com Canova.  
 
 É importante continuar as pesquisas com esse medicamento, pois  os 
resultados sugerem que seja um imunomodulador poderoso, um coadjuvante 
imunoterápico para melhorar a resposta imunitária contra células tumorais. As 
próximas etapas do estudo do tratamento celular com Canova são: averiguar a 
expressão de moléculas indutoras de morte celular, expressão de biomoléculas 
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10.8. Protocolo de microscopia óptica com coloração  de Giemsa 
• Cultivo celular com lamínulas circulares em placas 24/well;  
• Retiragem do meio de cultura; 
• Lavagem com PBS pH 7.4 à 37ºC, 1ml/well; 
• Fixação com bouin, 400µl/well por 5 min; 
• Lavagem com água destilada, 3 vezes; 
• Coloração com giemsa 800µl/well por 1 h (o período de tempo varia 
conforme a concentração do corante, é necessário consultar o fabricante 
para determinar o tempo correto). 
• Desidratação progressiva, as lamínulas devem ser retiradas da solução de 
giemsa com pinça de ponta fina e passar pela seguinte bateria de beckers 
(10 segundos em cada) com soluções previamente preparadas:  
1 – Água destilada; 
2 – Acetona PA; 
3 – Acetona PA; 
4 – Mistura I (1 parte de xilol + 2 partes de acetona); 
5 – Mistura II (1 parte de xilol + 1 parte de acetona); 
6 – Mistura III ( 2 partes de xilol + 1 parte de acetona); 
7 – Xilol PA; 
8 – Xilol PA. 
• Montagem das lamínulas nas lâminas com 15µl de entelan previamente 
colocado.  










10.9. Protocolo de processamento para MEV 
• Cultivo celular com lamínulas circulares em placas 24/well;  
• Retiragem do meio de cultura; 
• Lavagem com PBS pH 7.4 à 37ºC, 1ml/well; 
• Fixação: Glutaraldeído 2,5% em tampão cacodilato 0,1M, ph 7,2 por 2 horas 
em temperatura ambiente. 
• Lavagem em Tampão Cacodilato de Sódio, pH 7.4 0,1M, 3 vezes 10 
minutos cada. 
• Pós-fixação: Tetróxido de Ósmio 1% em Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M, 
por 15 minutos, no escuro e à temperatura ambiente  
• Lavagem em Tampão Cacodilato de Sódio 0,1M, 3 vezes. 
• Desidratação: álcool 50%, 70%, 90% e 100%, de 10 a 20 minutos cada. 
• Ponto Crítico: CO2. 
• Metalização: ouro. 















10.10. Procolo de imunomarcação para citometria de fluxo  
 
1. Quantificar as células a serem marcadas por câmera de Neubauer ou contador 
automático; 
2. Em um tubo apropriado para C.F. (Citômetro de Fluxo), colocar uma 
quantidade de células aproximada de  106 cels/tubo em 50µl do tampão 
recomendado pelo fabricante do anticorpo e adicionar o anticorpo monoclonal 
na quantidade recomendada pelo fabricante, homogeneizar e incubar por 30' 
no escuro, a 4ºC;  
3. Lavagem com PBS três vezes, adicionando o tampão e centrifugando a 1200 
rpm por 8 min antes de descartar o sobrenadante; 
4. Acrescentar 500µl de PBS e homogeneizar, 
 
Observação, caso seja utilizado o corante vital 7-AAD na mesma amostra que foi 
marcada com anticorpos, adicionar 10µl da solução comercial de 7-AAD no 
homogeneizado final após as marcações com os anticorpos. O período de 
incubação do 7-AAD é de 10 minutos no escuro a temperatura ambiente. 
 
Adquirir em C.F. 
